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第 1 章  序論 
1-1 腎臓 


















































密にコントロールされている。ヒトでは、1 min に約 120 ml という一定の速さで原尿
が作られる。そのうちの約 1 ml が尿となる。 

































Fig. 1 腎臓の構造 
(A) 腎臓， (B) ネフロン， (C) 糸球体， (D) ポドサイト 
(出典：Longnecker DE et al, Anesthesiology, 2nd edition. 
















中腎・後腎の位置関係および模式図を Fig. 2-2 に示す。 
 後腎発生のステップはまず、①後腎間葉が尿管芽に誘導されることから始まる。その




































Fig. 2 発生期マウス胎仔の腎臓 
(A)マウス胎仔における前腎・中腎・後腎, (B)前腎・中腎・後腎の詳細模式図 




















Fig. 3 後腎発生（糸球体形成）の模式図 





 尿管芽と後腎間葉系組織との相互作用は GDNF/Ret シグナル伝達系によって誘導さ
れる。GDNF は後腎間葉系組織に発現している。そのレセプターである Ret（receptor 
tyrosine kinase）とその共レセプターGRFα は初め、ウォルフ管上皮に発現しており、
後に尿管芽の先端部に発現するようになる。GDNF/Ret シグナル伝達系は下流の ERK, 
MAPK, PI3kinase/ARK そして PLCγ 経路を活性化する。また、Wnt/β-catenin 経路は
RET の発現を制御している。Zn-finger 転写因子である Gata3 は β-catenin の下流因子
として、RET の活性化を制御している。BMP4 はウォルフ管周囲の後腎間葉系組織に
発現し、ウォルフ管の分枝を抑制している。Gremlin1 は BMP の活性化を抑制するこ
とで尿管芽の間葉系組織への侵入を可能にしている。Sprouty1 は ERK の活性化を抑
制することにより GDNF によるシグナルの活性化を制御している。そのため、活性化
分子である GDNF と抑制分子である Sprouty1 のバランスが重要になる。GDNF によ
り活性化された尿管芽先端の Ret 発現細胞の Wnt11 を活性化する。活性化された





























































Fig. 4 後腎発生における分子的メカニズム 





























第 2 段階として分化誘導した細胞の損傷部位への細胞移植。第 3 段階として生体内で移
































































Fig. 5 生体内における血管の構造 
 （出典： Cleaver O, Krieg PA. Molecular mechanisms of vascular 
development. Heart development. 1998） 
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1-3-2  血管形成メカニズム 
血管形成のメカニズムは、一般に脈管形成（ vasculogenesis）と血管新生















と脈管形成（vasculogenesis）の模式図を Fig. 6 に示す。 
 
1-3-3  血管内皮細胞の起源 


























Fig. 6 血管形成の概略図 



























Fig. 7 Hemangioblast を介する造血幹細胞発生モデル 







































































最近、マウス後腎間葉系細胞株を用いた系で強力に in vitro で成熟した血管内皮に分化
するという報告もなされた[22, 23]。 



























VEGF (Fig. 9) は1989年代に単離された因子で培養血管内皮細胞に対する増殖や
血管新生作用や血管透過性亢進作用の２つの性質をもつ(以後は VEGF-A と略す)。
VEGF-A の分子量は 34,000〜46,000 の二両体構造をもったタンパク質である。関連遺
伝子由来の因子としては、PDGF、VEGF-C、D は主にリンパ管内皮細胞の増殖・分化
に関連する。VEGF は PDGF と近縁の構造をもつ増殖因子であるが、VEGF-A 遺伝子
は(＋／−)ヘテロ結合マウスでも胎生致死になるため、胎生期にはかなり厳密に調節さ
れている増殖因子といえる。VEGF はスプライシングの違い(alternative splicing)によ




1-4-2 VEGF 受容体 
VEGF 受容体(Fig. 9)には VEGFR-1 (Flt-1)、VEGFR-2 (KDR/Flk-1)、VEGFR-3 
(Flt-4)の 3 種類がある。VEGF 受容体の構造は PDGF 受容体と類似しており、細胞外
に７つの免疫グロブリン様ドメインをくり返し、細胞内にキナーゼインサートで二分さ
れたチロシンキナーゼドメインを有している。VEGF 受容体のうちで Flt-1 と Flk-1/ 
KDR は血管内皮細胞に発現する。また、Flt-1 には選択的スプライシングによって可溶
化アイソフォームが生じることが知られており、可溶化 Flt-1 はおとりとして VEGF
が細胞膜受容体に結合するのを制御すると考えられている。一方、Flt-4 はリンパ管の
形成に関わる。VEGF は Flt-1 と KDR/Flk-1 に結合するが、親和性は Flt-1 の方が 10
倍強い。一方、チロシンキナーゼ活性や自己リン酸化の程度については、Flt-1 は KDR  
/Flk-1 に比べて 10 分の 1 程度である。このことから、主要なシグナル伝達を担うのは





1-4-3 Angiopoietin と Tie システム 





 Ang ファミリーには現在４種類報告されており、Ang-1 と Ang-2 がよく解析されて
いる。Tie-2 チロシンキナーゼに対して Ang-1 は自己リン酸化を誘導するが、Ang-2 は













位があり、内皮細胞の機械的刺激を加えるとリン酸化が起きる(Fig. 10) [26]。 
 
1-4-5 Brachyury 
Brachyury (T；短尾突然変異)は X 線照射によるマウス突然変異として、1927 年に
発見された遺伝子座である[27]。この突然変異体のホモ個体は中胚葉が十分に形成され
ずに、胎仔齢 11 日程度で死んでしまう。ヘテロ個体は尾が短くなって生まれてくる(短




スで、91 年にアフリカツメガエル、92 年ゼブラフィッシュ、95 年にニワトリからそれ
ぞれその相同遺伝子が単離された。その発現は初め陥入しはじめた全ての中胚葉で見ら
れるが、脊索前駆細胞へと局在は限定されていく。マウスでは原状から尾芽へと移って




1-4-6 EphrinB2 と EphB4 
EphrinB2 と EphB4 (Fig. 9)は内皮細胞に発現する膜タンパク質である。EphrinB2













 血管内皮特異的に発現するレセプターチロシンキナーゼ Tie-1、Tie-2 のうち、Tie-2
リガンドが近年明らかにされ、Angiopoietin (Ang)と名付けられた。これまで同定され
た 4 つのファミリーのうち、Ang-1、Ang-4 (アゴニスト)と Ang-2、Ang-3 (アンタゴニ























因子 (platelet-derived growth factor: PDGF)が挙げられる。PDGF には PDGF−AA、























































































Fig. 9  VEGF・VEGFR・Angiopoetin・Tie2 
















Fig. 10  PECAM-1 の構造と結合しうる蛋白質 




































































   
 
Table 1 Brachyury の発現部位 
    
 
     
 

























  Brachyury 
原腸胚期   
  胚体中胚葉     + 
  脊索     + 
器官形成期   
  中枢神経     - 
  末梢神経     - 
  心臓     - 
  腎臓     - 
  肺     - 
  眼     - 
  肢芽     - 
  尾芽      + 
  筋肉     - 
  皮下組織     - 
成体組織   
  脳     - 
  心臓     - 
  腎臓     - 
  肺     - 
  子宮     - 
  精巣     - 
31 
 














マウスはアルビノ種で白種の ICR を用いた。メーティング (交配)は夕方に行い雌と
雄を同じケージに入れ (雌 3〜4 匹 v.s. 雄 1〜2 匹)、翌日の午前中に引き離した。夜行
性なので、受精は主に夜中に行なわれていると考えられている。胎生期においては受精





















の中で 5 分間固定し、PBS (－)で満たしたシャーレに移す。 
 
2-5-2 Mercox の調合と注入 
SEM 用に開発された血管鋳型注入剤(メルコックス：大日本インキ)10 g をカップに
取り、別のカップに硬化促進剤を 0.3 g〜0.4 g を計量しておく。試料が準備出来た時点
で、メルコックス樹脂の入ったカップの方へ素早く移し、十分混合するように混ぜる。
実体顕微鏡下にて胎仔の臍帯血管をピンセットで固定し、27 G もしくは 30 G の針にて
臍帯血管を穿刺する。穿刺した状態で血管の上から針を押さえるようにして、ピンセッ
トで摘む。シリンジポンプを操作して樹脂をゆっくりと(注入量 0.3〜0.4 ml、注入速度








2-5-4 SEM 観察 
導電性をもたせた試料を 70、80、90、100％アルコールにて脱水し自然乾燥(2〜3 日
ほど置く)させる。乾燥させた試料を粒子が目立たないように厚く金コーティングする。




墨 5：1)を 20 ml シリンジに充填する。実体顕微鏡下にて胎仔の臍帯血管をピンセッ
トで固定し、27 G もしくは 30 G の針にて臍帯血管を穿刺する。穿刺した状態で血管の
上から針を押さえるようにして、ピンセットで摘む。シリンジポンプを操作して墨をゆ





2-7-1 scaleA 作成 
















臓に挿入し、TOMATO lectin (VECTOR)を 2-2.5 μｌ注入する。注入し終えたら、10
分間、心拍動により灌流させる。灌流後、双角子宮から胎仔を取り出し 10%ホルマリ










PBS (－)を入れた dish にてハサミとピンセットを用いて子宮から胎児を摘出した。採
取した胎児を PBS (－)で２回洗浄した後、基礎培地に胎児を移し、実体顕微鏡下にお
いて 27 G 注射針を用いて胎仔から発生腎を摘出した。摘出した発生腎は RNA 抽出 kit 
(Isogene, Nippon Genes)にて総 RNA を抽出した。次に総 RNA の抽出量を
34 
 
microvolume spectrophotometer (Thermo)にて測定した。総 RNA の適正量を計算した
のち、SuperScript III One-Step kit (Invitrogen)にて総 RNA を逆転写させ、cDNA
を合成した。使用した primer は付録に示し、反応条件は下記に示した。 
 
反応条件 
 95℃ 2 min 
    ↓ 
     95℃ 1 min 
    ↓ 
    56℃ 45 sec              30 cycles 
    ↓ 
     72℃ 1 min 
    ↓ 
     72℃ 5 min 
    ↓ 

























Fig. 12 明視野観察および墨注入法 
 































































































を SEM にて観察した。 
E18.5 では、発生腎全体に毛細血管網が顕著にはりめぐらされている。この時、腎臓
の細血管の出現に伴い、綿密な血管網ネットワークが構成されていることが確認できた 
(Fig. 17 A) 。糸球体も観測することができた (Fig. 17 B, C) 。E17.5 では、複雑な血
管の構築、糸球体の観測(Fig. 17 B, C)や糸球体の形成過程(Fig.18 C)を観測することが
できた。SEM から発生腎全体で無数の毛細血管が構築されていることが確認できた 
(Fig. 18 A, B) 。E16.5 では、更に血管の分岐が広がり血管網を形成し始めている事を
観測出来た。発生腎全体を覆うように血管の伸長および分岐が観測できた (Fig. 19 A) 。
糸球体の形成過程時期が多く見られた(Fig. 19 B)。E15.5 では、E18.5 から E16.5 に比
較し血管網の減少を観測できた。そして、血管の一本から複数の血管が這い出している
様子を観測、発生腎の上部には副腎の存在(Fig. 19 C, D)。E15.0 では両方の発生腎を観
察することができた。発生腎内にある血管と背側大血管の繋ぎ目を観測した(Fig. 19  
E, F)。E13.5 では肝臓、背側大血管を観測することができた。血管は発生腎の全体を
覆うような形成をしていた(Fig. 20 A, B)。E12.5 の鋳型においてマウス胎仔の全身鋳型
を SEM にて観測した。頭部の血管から心臓(Fig. 20 C 矢印)、肝臓に至るまで観測する




を scaleA [46]に 1 週間浸した後、明視野観察にて背側大血管から発生腎へ向かって侵
39 
 
入する血管観察を試みた。E12.375 の全身鋳型を作成した(Fig. 21 A)。全身鋳型の下部








ことを確認できた(Fig. 22 A, B)。E12.5 の後腎内では侵入した血管から分岐する血管が
観察できた(Fig. 22 C, D)。E12.375 では背側大動脈から発生腎へ侵入する血管を観察
することに成功した(Fig. 22 E, F)。 
 
2-10-7 RT-PCR による血管細胞関連遺伝子解析 
血管新生には末梢血中や骨髄中に存在する血管内皮前駆細胞(EPC)が関与している
ことが報告されている[39,40]。骨髄での造血は胎仔マウス中では E12.5 から始まるた






る hemangioblastと hemogenic endotheliumの存在を腎臓発生最初期である E10.5か
ら E13.5 まで確認した。 
本実験は、血管形成における各時期の遺伝子 brachyury、Flk1、c-kit、Flt1、Tie2、
PECAM-1 を RT-PCR で調べた。なお、各 primer の配列は付録に示した。 
血球血管芽細胞 (hemangioblast) のマーカーである brachyury は E12.5 期から発
現が見られ E13.5 期で顕著に発現が上昇した(Fig. 23)。血管新生初期、即ち血管内皮細
胞増殖因子マーカーFlk1 は E12.5 に発現せず、E13.5 期から発現した(Fig.23)。血管内
皮前駆細胞(Hemogenic endothelium)マーカーc-kit は腎臓原基の発生の 0 日(E10.5)か
ら既に発現がみられ、E12.5 にかけて、発現が徐々に上昇した(Fig. 23)。血管新生中期
マーカーFlt1 は、E11.5 から発現が見られ、E13.5 にかけて、発現が上昇した(Fig. 23)。
血管新生後期マーカーTie2 は Flt1 と同様な傾向で発現した(Fig. 23)。興味深いことに、



















3 cp なのに対し今回使用したメルコックスの粘性は 15〜20 cp と 5 倍以上と高いため
発生腎内に侵入する微小な血管には注入できなかったと考えられる。E13.5 では明視野
で観察できなかった血管が鋳型にて観察することが可能であった(Fig. 20)。E15.0、
E15.5 から分岐した血管から更に分岐が始まっていた(Fig. 19) 。E16.5、E17.5、E18.5 




突き止め(Fig. 21)、angiogeneisis の時期を解明した。 
次に心拍動流による蛍光色素が発生腎内の微細な血管を観察することが出来たこと
から、背側大動脈による angiogensis は発生腎の成長に必要不可欠であることが考えら



















E13.5 期に顕著に発現した。血管内皮細胞遊走に関わる Flt1 と血管内皮細胞の接着お
よび管腔形成に関わる Tie2 は Flk1 と同様に E13.5 に入ってから安定に発現した。こ
れらのマーカー発現傾向はE13.5 に上昇するから発生腎内部 vasculogenesis 由来の
血管形成は E13.5 から始動すると考えられた。面白いことに、血管内皮細胞の成熟
化に関わる細胞間接着因子である PECAM-1は E13.5より早い時期の E12.5に顕著に発


























































           



















Fig. 17     E18.5 マウス発生腎の血管鋳型  
A: E18.5 発生腎;  B: A の拡大図 (上部四角); C: B の拡大図（下部四角） 
 
 


















Fig. 18    E17.5 マウス発生腎の血管鋳型  
         A: E17.5 発生腎; B: A の拡大図(上部四角)、矢印：糸球体形成終了;  
C: A の拡大図（下部四角、矢印：形成中の血管; 
D: E17.5 発生腎;  E: D の拡大図（上部四角、矢印：糸球体形成終了  
F: D の拡大図(下部四角)、矢印：糸球体形成終了  












































Fig. 19   E16.5、 E15.5,、E15.0 マウス発生腎の血管鋳型 
A: E16.5 発生腎;  B: A の拡大図(上部四角);  C：E15.5 発生腎;  D: C の拡













Fig. 20   E13.5,、E12.5 マウス発生腎の血管鋳型 


























Fig. 21  墨と鋳型樹脂によるE12.375 発生腎血管 
     A：全身マウス胎仔鋳型; B: 拡大写真、矢印：背側大血管 
(scale bar: 500μm (A)、100μm (B)) 

































Fig. 22 蛍光色素灌流による発生腎血管 
     A、C、Eの虚線領域：発生腎全体; B、D、F:  A、C、E其々の拡大写真 





































































2-12 発生腎における angiogenesis の必要性  
これまでの研究では angiogenesis の起源は発生初期に背側大血管から発生腎内に血
管が侵入することを検証した。次は生体内の他の大動脈が発生期腎に同様な
angiogenesis を起こすか、また angiogenesis を起こしたら、発生腎にどのような役割
を働くかを明らかにしたい。そのため、マウス胎仔の発生腎を成体マウスの大腿血管に




2-13 材料と方法  
雄、雌マウスは動物実験室で飼育した、8〜25 週齢の雌マウスを妊娠させ、マウスか




E11.5 マウス胎仔から取り出した発生腎は DMEM に 10%FBS（Bio Whittaker）と
１% steptomycin/penicillin (SIGMA)を混ぜた培地に移植までの間浸けておく。次に
host である 8-12 週令の雄マウスは前日から免疫抑制剤 Tacrolimus monohydrate (2 
mg/kg; TokyoChemical Industry Co., Ltd)を腹腔内投与しているマウスに sodium 










Lycopersicon Esculentum Lectin (Tomato lectin) (Vector Laboratories)を 20～30秒か
けて注入し、5分間灌流させた後開胸し、マウスの心臓から 10%ホルマリンを流した[18]。
その後、移植腎を摘出し、10％ホルマリンに 1 時間固定し、PBS にて洗浄、30%sucrose
に一晩漬ける。その後 OCT コンパウンドにいれ液体窒素にて固める。切片するまで








0.1%BSA/PBS で 1 時間～一晩ブロッキングさせた。BSA 溶液を洗い落とし、100 倍に
希釈した一次抗体で 1.5 時間反応させた。一次抗体を洗い落とし、100 倍に希釈した二
次抗体で 1.5 時間反応させた。二次抗体を洗い落とした。風乾後、fluoromount、
mountquickを用い、カバーガラスに封入した。使用した一次抗体は其々DAPI (Abcam), 
PECAM-1 (Santa Cruz Biotechnology)、αSMA (Abcam), synaptopodin (Santa Cruz 





























2-14-1 蛍光灌流による移植腎への angiogensis 
host からの血管侵入により移植腎表面で血管が分岐していた（Fig. 25 A 矢印）。ト
マトレクチンを尾静脈から注入し全身に灌流した後、移植後腎を摘出し、host 側から
移植片への血管侵入状態を観察した。移植 2 週間後の移植腎内には血管網が形成されて
おり（Fig. 25 B）、血管内部まで Tomato lectin が灌流していることが示された（Fig. 24 
C）。 
 
2-14-2 angiogenesis による血管形成と糸球体形成 
発生腎組織を in vivo 同様の腎組織にするためには血管や糸球体を含めた構造を構築
しなければならない。そこで本研究は、大血管へ後腎（E11.5）を移植することにより
host からの angiogenesis で血管を含めた糸球体構造を構築できるか試みた。移植 2 週
間後に大腿血管へ移植した後腎は成長し大きくなっていた（Fig. 26 A）。後腎には血管






白色であった。HE 染色の結果は髄質部（Fig. 26 C, E, G, I）を比較すると大腿移植後
腎はアダルト腎臓や新生仔腎臓と同様に糸球体や血管の存在を確認することができた
（Fig. 26 C, E, G 矢印、矢頭）。しかし、背部移植では分化した糸球体、血管を観察出
来なかった（Fig. 26 I）。アダルト腎臓にある大血管より小さいが、大腿移植後腎にも
大血管の存在が確認できた（Fig. 26 G 矢頭）。皮質部（Fig. 25 D, F, H, J）の HE 染色
では、新生仔腎臓、大腿移植腎臓ともに未分化の組織の存在を表す（Fig. 26 F, H; 点
線）。アダルト腎臓、新生仔腎臓、大腿移植腎臓ともに糸球体の形成の存在を確認でき
た（Fig. 26 D, F, H 矢印）。皮質側も髄質同様にネフロン前駆体や糸球体形成は見られ






27 A-F）。成体腎臓や新生仔腎臓内に無数の血管や αSMA をともなった成熟血管を観察
した（Fig. 27 A, B, E, F）。大腿移植腎臓においては血管が形成され、αSMA を発現す
55 
 
る血管も形成された(Fig. 27 I, J）。点線部分を拡大した画像は、血管の内側に




するタンパク質を調べた。その結果、成体腎臓は synaptopodin, PECAM-1 と DAPI
を発現している糸球体が確認し（Fig. 27 C, D）、大腿移植腎臓内にも synaptopodin と
PECAM-1 の発現する糸球体の存在が観察された(Fig. 27 K, L 矢印)。しかし、背部移
植後腎では synaptopodin（緑）、PECAM-1（赤）を発現する糸球体の形態は観察でき
なかった（Fig. 27 O, P）。これらの結果により、大腿移植腎臓は新生仔腎臓の糸球体に
類似した構造であった（Fig. 27 G, H 矢印）。   
 
2-14-4 各時期の腎臓と移植腎の糸球体数 
糸球体数をそれぞれの時期で比較すると、成体腎臓では 10971 ± 577、新生児 5 日目






 移植により実際に host 側からの血管侵入が移植後腎内でどのような血管網形成およ
び糸球体と結合しているかどうかを Tomato lectin 灌流による方法で検証した。この方
法は、腫瘍や足場を用いた移植による血管形成の観察に多く利用されている。移植 2 週




























































Fig. 25 host 腎臓から大腿移植腎への angiogenesis 
 A：大腿移植 2 週間後の発生腎、矢頭：host 側からの血管新生、B：大腿移植
腎臓内に Tomato lectin を潅流した免疫蛍光染色画像、矢頭：移植腎内に血管侵
入を示す画像、B-1：B の拡大図 


























Fig. 26 各時期の生体腎と各移植腎の比較 
A：host 側から血管新生した移植腎、 矢印：大血管による血管新生、矢頭：
分岐した血管、B-1：成体腎臓、B-2：新生仔腎臓、B-3：大腿移植腎臓、B-4：
背部移植腎臓、B-5：発生腎（E11.5）、C、E、G、I：髄質側の HE 染色画像、 
D、F、H、J：皮質側の HE 染色画像 






































































































 DMEMに浸けておいた発生腎を pore size 5 μmの ポリカーボネート濾過膜上で培
養した。50 ml 中の培養液に 0.25 g DMEM、0.265 g HamF12、0.095 g NaHCO3、1 ml  
ITS、10% FBS、1% penicillin/streptomycin をコントロール培地とし、さらに 50 ng/ml 
rhVEGF を添加した培地を対照培地として使用した。37℃、5％ CO2 in air で培養し、






ポリカーボネート上で 3 日間培養した発生腎を剥がし、DMEM に 10%FBS と１% 
steptomycin/penicillin を混ぜた培地に移植まで浸けておいた。host である 8-12 週令
の雄マウスは前日から免疫抑制剤 Tacrolimus monohydrate (2 mg/kg)を腹腔内投与し
ているマウスの腹腔内に sodium pentobarbital (50μg/g) 注射し麻酔する。移植は腸間
膜血管の上に発生腎を置き移植した。移植期間中は免疫抑制剤 Tacrolimus 
monohydrate を毎日腹腔内投与した。移植 2 週間後、マウスを麻酔し、移植片の発生





発生腎をPBS (－)で洗浄し、付着した血球細胞などを洗い落とした。組織を 3 cm dish
に移し、10%中性ホルマリンを用いて室温で 20～40 分間固定した。10％中性ホルマリ
ンを廃液ビンに捨て、10% sucrose 溶液に室温で 2 時間浸けた。10% sucrose 溶液を捨
て、20 % sucrose 溶液を入れて室温で 22h 浸けた。同様に 30% sucrose 溶液に 4℃で 1
時間～一晩浸けた。組織についた溶液をキムワイプで軽く落とし、OCT compound に
入れて 4℃で 30 min 放置した。液体窒素で組織を凍結させ、－80℃にて保存した。 
  
凍結切片の作成 
凍結した組織を 2 時間ミクロトーム内に置き、その後、厚さ 10μm の切片を作成し
た。切片をスライドガラスにはり付け、1 時間、風乾した後、4℃で保存した。 
 
3-2-6 HE 染色 
切片上に冷アセトンを乗せ４分間固定し、DWで２回、最後は dDWで 1回洗浄した。





3-2-7  Whole mount 発生腎免疫染色  
 培養した発生腎を PBS (－)で 3 回洗浄した。組織を 3 cm dish に移し、10％中性ホ
ルマリンを用いて室温で 60分間固定した。10％中性ホルマリンを廃液ビンに捨て、PBS 




た。一次抗体を洗い落とし、1/100 倍に希釈した二次抗体で 1.5 時間反応させた。二次




 乾燥させた切片を PBS (－)で 10 回×3 セット洗い、OCT コンパウンドを落とした。
0.01 %サポニン溶液を切片にのせて、シェーカー上で 15 分間反応させた。サポニン溶
液を洗い落とし、0.1%BSA/PBS で 1 時間～一晩ブロッキングさせた。BSA 溶液を洗
い落とし、1/100 倍に希釈した一次抗体で 1.5 時間反応させた後、一次抗体を洗い落と





























3-3-1  in vitro 培養系における発生腎内部の尿管芽とネフロン前駆体の形成 
E11.5 の胎仔から取り出した発生腎をポリカーボネート膜上で培養した。in vitro 工
程では成熟した糸球体が形成される期間、最大で 10 日間培養した。移植に関する工程
では、ポリカーボネート膜上で 3 日間後、発生腎を成長させたのち、アダルトマウスの
腸間膜血管へ 2 週間移植とした。その後、移植した発生腎を解析した。VEGF (－)培養
腎を明視野で観察すると、日数が進むにつれて、尿管芽の分岐が多くなっていた（Fig. 
31 A, B, C）。E11.5 では尿管芽が双葉の様な形をしていたものが、培養 3 日目では尿管
芽（DBA：緑）が分岐、伸長した様子を観察した（Fig. 32 D）。拡大図を観察すると尿
管芽の先端にネフロン前駆体（WT-1: 赤）[51, 52]が形成されている（Fig. 32 D-1）。
培養 7 日目になると、尿管芽の分岐数の増加がみられ、WT-1 を発現するネフロン前駆
体も数も多く現れた（Fig. 32 E）。７日目の拡大図では 3 日目の尿管芽先端にしか存在
していなかったネフロン前駆体が renal vesicle を形成していた（Fig. 32 E-1）。培養
10 日目になると、尿管芽やネフロン前駆体の形成の数は顕著な差が認められなかった
（Fig. 32 F）。拡大写真では、renal vesicle を形成するネフロン前駆体の発現がより強
く現れた（Fig. 32 F-1）。一方、VEGF（+）（50 ng/ml）培地で培養した発生腎におい
て、明視野観察では、尿管芽の分岐、伸展、発生腎の大きさは培養日数が進むにつれ顕
著に促進していた(Fig. 31 D, E, F)。VEGF (－)にて培養した発生腎と比較したところ、
培養 3 日目では大きさは変わらないが、7 日目になると著しい成長が観察された（Fig. 
32 G, H, I）。また、免疫蛍光染色において VEGF（+）培養 3 日目では、より多くの尿
管芽の分岐、伸長が観察された(Fig. 32 J)。Cap mesenchyme に WT-1 の発現も観察さ
れた（Fig. 29 J-1）。培養 7 日目では、尿管芽、ネフロン前駆体の数も増え（Fig. 32 K, 
K-1）、10 日目になると、発生腎の尿管芽（緑）、ネフロン前駆体(赤)の目視上の数は 7
日目との大差がなくなった（Fig. 32 L, L-1）。 
 




を in vitro にて形成可能かどうかを検討した。使用した血管マーカーは血管内皮細胞の
接着因子 PECAM-1 である[53]。VEGF (－)による 3 日間培養では、発生腎の辺縁部に
PECAM-1（血管内皮接着マーカー：赤）の発現が観察された（Fig. 33 A）。発現部位
を拡大してみると線状を形成していることが分かった（Fig. 33 D）。培養 7 日目では 3
日目と同じく辺縁部に線状の血管があり（Fig. 33 B）、拡大図では線状形成の中心部が
2 本に分岐していた（Fig. 33 E）。10 日目では線状の形成していたものが観察できなか
66 
 
ったものの、球状の構造をなした形態を明らかにした（Fig. 33 C, F）。VEGF（+）に
よる培養では、3 日目において VEGF (－)と異なり、原始血管叢状（primary vascular 
plexus）の形成が認められた（Fig. 33 G, J）。培養 7 日目では、密なネットワーク構造
を示した（Fig. 33 H, K）。10 日目の培養では、ネットワークが観察できなくなった。
VEGF (－)と同様に球状構造を呈した形態を認められ、その周囲には、内皮細胞の散在
が観察された（Fig. 33 I, L）。 
 
3-3-3  in vitro 培養によるポドサイトマーカーの発現と成熟糸球体数 
本実験では糸球体の濾過機能の要ともいえるポドサイトを in vitro培養系で発現する
かどうかを調べた。培養 7 日目から VEGF (－ )培地、VEGF (+)培地共に
synaptopodin(ポドサイトマーカー：緑)および WT-1（赤）の発現を呈したポドサイト
を観察できた（Fig. 34 A, A-1, B, B-1）。成熟糸球体数の計測は、synaptopodin , WT-1,  
PECAM-1 三者とも発現した糸球体のみを成熟糸球体としてカウントした。培養 7 日目
では synaptopodinと WT-1の発現はあったが PECAM-1の発現はないため両培養共に
0 と計測した。10 日目では 3 種類のマーカーの発現があったので糸球体数を計測した。
その結果、VEGF (－)培地に比べ、VEGF (+)培地では糸球体の形成数に顕著な差が見
られた（Fig. 34 E）ものの、VEGF (－)培地でも成熟糸球体を形成させることが可能で
あった。 
 
3-3-4  in vitro 培養からの移植による腎臓再生 
in vitro 培養にても血管網形成を促せなかったことから、移植による腎血管再構築を




時期の新生仔 7 日目腎臓と成体腎臓（8-12 週齢）を比較した。各培養移植腎と同時期
の新生仔 7 日目腎臓と比較した結果、顕著な差は認められなかった(Fig. 35 C-b, C-c, 
C-d)。目視による観察では、移植腎に血管侵入により少し赤み帯びていた。（Fig. 35 C-d）。
HE 染色にて 4 種類の腎臓の形態を比較した結果、成体および新生児 7 日目の腎臓は複
数の糸球体が観察された（Fig. 35 D, F, E, G）。両培養系移植腎共に、糸球体の形成お
よび血液を濾過する際、受け皿であるボーマン嚢形成も認められた(Fig. 35 H, I, J, K)。 
 






（緑）を発現する糸球体を複数個見られた（Fig. 36 A 矢印）。拡大図を観察すると、血
管を伴った糸球体が認められた（Fig. 36 D）。この移植腎と新生児 7 日目の腎臓を比較
すると、血管の数は劣るものの（Fig. 36 B）、糸球体の成熟度が同様であることが認め
られた（Fig. 36 E）。成体腎臓においては PECAM-1(赤)の発現が複数あり血管網の形
成と存在を示した（Fig. 36 C）。糸球体では丸い球状の形態を示した（Fig. 36 F）。VEGF 
(+)移植腎と VEGF (－)移植腎を比較すると、血管の面積においては、VEGF (+)移植腎
臓は大きいが（Fig. 36 J）、糸球体に関しては、その差が 10％未満であり、形成数に差
があまりないことが分かった（Fig. 36 I）。 
 
3-4  考察 
様々な発生期の組織は綿密な血管を含んだ構造をしており[54,55]、血管網の形成お
よびパターニングは、組織の増殖およびホメオスタシスに重要である[56]。本章では、
ポリカーボネートを用い、気液相の培養法を利用して発生腎を in vitro 培養系で、初め
て糸球体や血管網の形成を確認できた。また、VEGF は血管形成に重要な因子であるこ
とから、VEGF (－)培地と(+)培地の発生腎培養を比較した。その結果 VEGF 無添加の
培養系において、発生腎は、尿管芽の伸長や分岐、ネフロン前駆体の形成を観察したが、
VEGF (+)培地による発生腎培養は無添加に比べ著しく尿管芽の伸長、分岐やネフロン
前駆体の数の増加があった。VEGF は血管のみならず、尿管芽に存在する VEGF レセ
プターにも結合したためだと考えられた[57]。そのため、尿管芽と後腎間葉系細胞との
相互作用が促進し、ネフロン前駆体数の増加も促したのではないかと考えられる。血管







マーカーは 7 日目から発現はあったが、PECAM-1 の発現はなかった。その理由として
VEGF (+)の方が VEGF による尿管芽、ネフロン前駆体により多数の形成を促進してい


























しかし、in vitro 培養系でも示したが、angiogenesis なしの系では、血管網の形成は培






































































Fig. 32 培養発生腎の免疫蛍光染色およびネフロン前駆体数 
（A-C) : VEGF (－)培養の免疫液蛍光染色。(D-F): VEGF（+）培養による免疫
染色画像。DBA（緑）は尿管芽を染色し、WT-1（赤）はネフロン前駆体を染色。
(G): VEGF (－)、(+)培養の発生腎内に存在するネフロン前駆体の数。（A-1～F-1）

















Fig. 33 培養発生腎の免疫蛍光染色の画像 
（A-C）: VEGF (－)培養による免疫蛍光染色写真; (D-F): VEGF（+）培養によ
る免疫蛍光染色写真。尿管芽を DBA（緑）で染色し、血管内皮接着マーカーを
PECAM-1（赤）にて染色。（A-1~F-1）は（A-F）の拡大図。(scale bars= 100 















Fig.34  培養 7、10 日目の免疫蛍光染色による成熟糸球体数 
synaptopodin（緑）はポドサイトマーカー、WT-1（赤）はネフロン前駆体を染
色。（A, B : VEGF (－)培養の免疫蛍光染色画像;（C, D : VEGF（+）培養によ
る免疫蛍光染色 ;（E : 各培養系による成熟糸球体（WT-1, Synaptopodin, 


















Fig. 35 移植 2 週間後の発生腎および各時期の生体腎臓 
（A）VEGF(－)培養 3 日目および（B）VEGF(+)培養 3 日目の発生腎を腸間膜
血管に移植 2 週間後の明視野写真。四角点線は移植腎。（C）各腎臓の比較画像。
C-a: 成体腎臓; C-b: 新生児 7日目腎臓; C-c: VEGF (－)移植腎;  C-d: VEGF（+）
移植腎。（D）成体腎臓の HE 染色画像。（E）新生児 7 日目の腎臓の HE 染色画
像。（F）VEGF (－)移植腎の HE 染色画像。（G）VEGF（+）移植腎の HE 染色
画像。＊：糸球体。（E, G, I, K）点線四角の拡大図。 (scale bars = 2 mm (A, B, 















Fig. 36 異所性移植による発生腎の免疫染色および糸球体数と血管面積の比較 
免疫染色：血管内皮細胞接着マーカー（赤）、糸球体マーカー（緑）、核（青）。 
A~H 各腎臓の免疫染色画像。 A: 成体腎臓;  C: 新生児 7 日目腎臓; E: VEGF (－)移
植腎; G: VEGF（+）移植腎。B, D, F, H は A, C, E, G の拡大図。＊: 成熟糸球体。 
(scale bars = 100 μm (A, C, E, G);  20 μm (B, D, F, H) )。I: 各腎臓の成熟糸球体数; 













































































単一細胞化した発生腎細胞を 50 ml 中の培養液に 0.25g DMEM、0.265g HamF12、
0.095g NaHCO3、1 ml ITS、10% FBS、1% penicillin/streptomycin を培地とし、低吸
着用 24well dish (住友ベークライト)にて 37℃、5％ CO2 in air で培養し、培養液は 2
日毎に交換、培養期間は 5 日間とした。 
 
4-5 スフェロイド融合化 
スフェロイドした発生腎細胞を擬似微小重力装置 (RWV, Synthecon, USA)に移し
て培養した。培地は上記に記載した培地を使用した。擬似微小重力装置の使用法は RWV




2 つ付いている培養液交換口の蓋を開け、そこに 2 本の注射針を差し込んだ。片方から
培養液を添加しながら、もう片方から気泡を吸い、チャンバー内の気泡を完全に除去し
た後、蓋を完全に閉め、37℃インキュベーター内の RWV 装置にセットした。回転速度





移植用の細胞塊は 2 種類ある。一つは低接着性プレートにて 5 日間培養したスフ




細胞塊である。。移植全日から host である 8-12 週令の雄マウスに免疫抑制剤
Tacrolimus monohydrate (2 mg/kg)を腹腔内投与し、さらに腹腔内に sodium 
pentobarbital (50μg/g)注射し麻酔した。移植部位は腎臓被膜下であ、移植期間中は
免疫抑制剤を毎日 host 腹腔内投与した。移植 2 週間後、マウスを麻酔し、移植片の





移植腎を PBS (－)で 3 回洗浄し、付着した血球細胞などを洗い落とした。組織を 3cm 
dish に移し、10％中性ホルマリンを用いて室温で 20～40 分間固定した。10％中性ホ
ルマリンを廃液ビンに捨て、10 % sucrose 溶液に室温で 2 時間浸けた。10 % sucrose
溶液を捨て、20 % sucrose 溶液を入れて室温で 2h 浸けた。同様に 30 % sucrose 溶液
に 4℃で 1 時間～一晩浸けた。組織についた溶液をキムワイプで軽く落とし、OCT 




凍結した組織を 2 時間ミクロトーム内に置き、その後、厚さ 10μm の切片を作成し
た。切片をスライドガラスにはり付け、1 時間ほど風乾した後、4℃で保存した。 
 
4-8 HE 染色 
切片上に冷アセトンを乗せ４分間固定し、DWで２回、最後は dDWで 1回洗浄した。
ヘマトキシリンで 1 分間染色した後、DW x3 回、dDW x1 回洗浄した。エオシンで 1




4-9 スフェロイドの免疫染色  
 培養したスフェロイドを PBS (－)で 3 回洗浄した。組織を 3cm dish に移し、10％中
性ホルマリンを用いて室温で 60分間固定した。10％中性ホルマリンを廃液ビンに捨て、








 乾燥させた切片を PBS (－)で洗浄、OCT コンパウンドを落とした。0.01 %サポニン
溶液を切片にのせて、シェーカー上で 15 分間反応させた。サポニン溶液を洗い落とし、
0.1 %BSA/PBS で 1 時間～一晩ブロッキングさせた。BSA 溶液を洗い落とし、1/100
倍に希釈した一次抗体で 1.5 時間反応させた。一次抗体を洗い落とし、1/100 倍に希釈
した二次抗体で 1.5 時間反応させた。二次抗体を洗い落とした。風乾した後、




























4-11-1  発生腎の単一細胞化とスフェロイド形成と移植 









WT-1 および血管マーカーPECAM-1 は形成箇所が認められたが（Fig.39 G）、足突起細
胞のマーカーsynaptopodin の発現は見られなかった（Fig. 39 H）。培養 5 日目のスフ
ェロイドでは AQP-1（近位尿細管：緑）の発現はなかった（Fig. 39 I）が、WT-1 およ
び PECAM-1（赤）の両方を発現した球状のネフロン前駆体や尿管芽を形成した（Fig. 




生着・成長した（Fig. 40 B, C）。HE 染色では、移植片が host 側への細胞侵入が観察




4-11-2  RWV によるスフェロイドの融合 
RWV 装置(Fig. 42 A)を使用し、上記 5 日間培養したスフェロイドを融合させる。3
日後、融合した巨大化スフェロイドが観察された (Fig. 42 B)。RWV 装置から取り出し
た巨大化スフェロイドは複数のスフェロイドが融合しものである(Fig. 42 C)。融合した
スフェロイドを免疫蛍光染色した結果(Fig. 42 D-G)、WT-1 (ネフロン前駆体：赤)が発
現したネフロン前駆体組織の形成が多数認められ (Fig. 42 D)、PECAM-1（血管内皮細
胞接着マーカー：赤）もスフェロイド全体に発現した。また上記巨大化していないスフ
ェロイドを比べ、近位尿細管マーカーの AQP-1（緑） (Fig. 42 E)と足突起細胞マーカ





4-11-3  融合スフェロイドの同所性移植  
3日間RWVによって融合した巨大スフェロイドを (Fig. 43 A)を腎臓被膜下に移植し
2 週間後、成長している巨大スフェロイドを観察できた（Fig. 43 B）。拡大写真では巨
大スフェロイド内に赤い血液の流入が観察できた（Fig. 43 B 右下）。移植後のスフェ
ロイドは移植前のスフェロイドの約 3 倍以上に成長し、host 腎臓に生着していること
が分かった（Fig. 43 C）。移植スフェロイドの内部形態観察するために HE 染色を行っ
た。その結果、移植スフェロイド内に糸球体の形成していることが分かった（Fig. 43 D）。
その拡大写真では糸球体内に赤血球の存在が観察できた（Fig. 43 E）。host 側に隣接し
た移植スフェロイドでは host との血管連結があった（Fig. 43 F）。その拡大写真では血
管内に赤血球が多数見られた（Fig. 43 G）。さらに、host と移植スフェロイドが癒着し
ている部位を観察すると移植片が host側に侵入している様子を観察できた（Fig. 43 H）。
その拡大写真では移植スフェロイドに流れる赤血球が存在した (Fig. 43 I)。 
 





synaptopodin、および濾過機能に重要な Nephrin も糸球体に局在していた（Fig. 44 
A-D）。血液濾過後、原尿を再吸収および電解質の補正を行う尿細管、特に重要な近位
尿細管マーカーである AQP-1 も発現していた（Fig. 44 E, F）。糸球体は内側から内皮
細胞、糸球体基底膜（GBM）、足突起構造を呈しているし、糸球体基底膜の ECM 主成
分である Col IV も発現していた(Fig. 44 G, H)。 
 




ン：分子量 50,000~70,000）を host 側の腎臓から流し、アルブミンが糸球体内部に留
まるかどうかを検証した。その結果、BSA-FITC は血管付近に検出でき（Fig. 45 A）、


























































































      Fig. 39  発生腎の単一細胞化とスフェロイド形成 
A: 発生初期腎臓; B: 発生初期腎臓細胞; C: 発生初期腎臓細胞スフェロイド
















Fig. 40 スフェロイドによる同所性移植 
A: 発生初期腎臓細胞スフェロイド（培養5日目）; B: 腎皮膜下移植後2週間後の
スフェロイド（点線四角）; C：腎皮膜を取り除いた腎臓と移植スフェロイド。 


























Fig. 41 スフェロイド移植とhost側のHE染色画像 
A: 移植したスフェロイドのHE染色画像（点線四角: 移植スフェロイド） 
A1-4: 移植スフェロイド内の拡大図; B: アダルト糸球体。 



































      Fig. 42 RWVによる融合スフェロイド形成 
A: RWV装置; B: RWV装置内の融合スフェロイド（矢印：融合スフェロイ
ド）; C: 巨大化スフェロイド; D-G: 免疫染色による巨大化スフェロイド。 











A: 移植前の巨大スフェロイド; B: 移植後、生着、成長したスフェロイド; C: 成
体から摘出した腎臓と移植スフェロイド; D-H: 移植スフェロイドのHE染色画
像。E-I: D-Hの拡大図。 
(scale bars= 200 μm (A), 1 mm (B), 5 mm (C), （B）の点線四角の拡大図の


















Fig. 44 同所性移植による腎組織再構築の免疫蛍光染色 
A, C, E, G：各バイオマーカーによる移植スフェロイド内の免疫蛍色画像。 
B, D, F, H: A, C, E, Gの拡大図  


























Fig. 45 BSA-FITC灌流による移植腎内の糸球体機能 
A: 移植スフェロイド内の蛍光色素灌流による画像;  B: Aの拡大図。 


















































は 2 説ある。1 つは背側大動脈が発生腎に侵入し腎血管を形成していく angiogenesis 説で
ある。もう 1 つは発生腎内の間葉系細胞が分化し腎血管が形成される vasculogenesis 説で
ある。両者とも報告はあるが、決定的な根拠は明らかになっていない。現在、vasculogenesis
説の報告例は多数存在するが、angiogenesis 説の報告例は少ない。それは angiogenesis を
観測するための開発方法が困難であることが挙げられる。 
第 2 章は angiogenesis を可視化可能な観測法を開発し、発生腎の形成に関わる
angiogenesis の役割を解明する。方法として、血管鋳型法、墨注入法、墨樹脂注入法、RT-PCR








第 3章では、in vitro で培養分化させた組織に移植プロセスを加え、腎血管が再構築で


















形成を促すことが出来る angiogenesis による方法が必要であることを示唆した。 
第 4章では、今後 iPS、ES細胞を用いて腎臓組織を構築する際、高効率な方法を開発








ド化および腎皮膜下移植の方法では、in vitro で操作した細胞塊が host 側の腎臓におい
て治療効果が最大限発揮できるように期待できる。 
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